OSTERREICHISCHES PATENT AMT 

A- 1200 Wien, Dresdner Strafe 87 



Kanzleigebiihr € 47,00 
Schriftengebuhr € 169,00 



Aktenzeichen A 1377/99 



Das Osterreichische Patentamt bestatigt, dass 



die Firma BAXTER AKTIENGESELLSCHAFT 
in A- 1221 Wien, Industriestrafie 67, 



am 10. August 1999 eine Patentanmeldung betreffend 

"Faktor X-Analogon mit verbesserter Aktivierbarkeit", 

uberreicht hat und dass die beigeheftete Beschreibung samt Zeichnungen 
mit der ursprunglichen, zugleich mit dieser Patentanmeldung uberreichten 
Beschreibung samt Zeichnungen ubereinstimmt. 



Osterreichisches Patentamt 



Wien, am 12. September 2003 



Der Prasident: 



i. A. 




Fachoberinspektor 



A1377/99-1 



© IntCl. 



R 35857 



AT PATENTSCHRIFT 



° ° «5a m j-*v \$ ^ 



©Nr. 



Patentinhaber: 



BAXTER AKTIENGESELLSCHAFT 
Wien (AT) 



© Gegenstand 



Faktor X-Analogon mit verbesserter 
Aktivierbarkeit 



© Zusatz zu Patent Nr. 

© Umwandlung aus GM 

© Ausscheidung aus : 

© © Angemeldet am: 

® © © Unionsprioritat : 



i1 0. AUG. 1999 



© Beginn der Patentdauer: 

LSngste mogliche Dauer: 
© Ausgegeben am : 

© Erfinder : 



© Abhangigkeit: 



® Entgegenhaltungen, die fur die Beurteilung der Patentierbarkeit in Betracht gezogen wurden: 



Vordruck PA 3 1- Deckblatt der Beschreibung.- 5000.- Zl. 3090/PrSs.94 



4/4 



DVR: 0078fi 



- 1 - 

Die Erfindung betrifft Faktor X-Analoge mit verbesserter Akti- 
vierbarkeit mit einer Substitution im Bereich des Aktivierungs- 
peptids, eine Preparation enthaltend die erf indungsgemaSen Fak- 
tor X-Analogen sowie ein Verfahren zur Herstellung von einzel- 
kettigen und zweikettigen Faktor X-Analogen. 

Nach Initiierung des Blutgerinnungsproze sses verlauft die Gerin 
nungskaskade durch die sequentielle Aktivierung von verschiede- 
nen Proenzymen (Zymogenen) im Blut in ihre aktive Formen, den 
Serinproteasen. Dazu gehoren u.a. Faktor Xll/XIIa, Faktor 
Xl/XIa, Faktor IX/lXa, Faktor X/Xa, Faktor Vll/VIIa und Pro- 
thrombin/Thrombin. Die meisten dieser Enzyme sind im physiologi 
schen Zustand nur aktiv, wenn sie in einem Komplex an einer Mem 
branoberf lache assoziiert sind. Ca-Ionen sind in viele dieser 
Prozesse involviert . Die Blutgerinnung f olgt entweder dem in- 
trinsischen Weg, bei dem alle Proteinkomponenten im Blut vorhan 
den sind, oder dem extrinsischen Weg, bei dem der Zellmembran- 
Gewebefaktor eine kritische Rolle spielt. Der WundverschluS er- 
folgt schlieSlich durch die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin 
durch Thrombin. 

Der Prothrombinase -Komplex ist verantwortlich fur die Aktivie- 
rung von Prothrombin zu Thrombin. Thrombin ist ein wichtiges En- 
zym, das sowohl als Prokoagulant als auch als Antikoagulant wir- 
ken kann. Der Prothrombinase -Komplex, an dem u.a. Faktor Va (als 
Cofaktor) und Faktor Xa (als Serinprotease) beteiligt sind, as- 
sembliert in einer Ca-abhangigen Assoziation an der Oberflache 
von Phospholipiden. Es wird diskutiert, dag dabei die katalyti- 
sche Komponente des Prothrombinase -Komplexes Faktor Xa ist. 

Faktor X (Stuart /Prower-Faktor) ist ein Vitamin K-abhangiges 
Koagulationsglykoprotein, das in der intrinsischen und extrinsi- 
schen Blutgerinnungskaskade beteiligt ist. Das primare Transla- 
tionsprodukt von Faktor X (pre-pro-FX) besitzt 488 Aminosauren 
und wird von der Leber oder humanen Hepatoma- Zellen zunachst als 
einzelkettiges 75 kD Vorlauf erprotein synthetisiert . Im Plasma 
liegt Faktor X weitgehend als zweikettiges Molektil vor (Fair et 
al. 1984. Blood 64:194-204). 



- 2 - 

Wahrend der Biosynthese wird nach Abspaltung der pre-Sequenz 
durch eine Signalpeptidase (zwischen Ser23/Leu24) und des Pro- 
peptides (zwischen Arg40/Ala41) das einzelkett ige Faktor X- 
Molekul durch Prozessierung und Deletion des Tripeptides Argl80- 
Lysl81-Arg-182 in die zweikettige Form, bestehend aus der ca. 22 
kD leichten Kette und der ca. 50 kD schweren Kette, die mitein- 
ander uber eine Disulf id-Briicke verbunden sind, gespalten (Figur 
1) . Faktor X zirkuliert im Plasma daher als zweikettiges Mole- 
kul. 

Wahrend des Blutgerinnungsprozesses wird Faktor X vom inaktiven 
Zymogen zur aktiven Protease Faktor Xa durch limitierte Proteo- 
lyse konvertiert, wobei die Aktivierung von Faktor X zu Faktor 
Xa in einem von 2 membrangebundenen Komplexen erfolgen kann: dem 
extrinsischen Faktor VIIa/Gewebef aktor-Komplex oder dem intrin- 
sischen Faktor VIIIa-Faktor IXa-Phospholipid-Ca-Komplex oder 
„Tenase-Komplex" (Mertens et al . 1980. Biochem. J. 185:647-658). 
Eine proteolytische Spaltung zwischen Aminosauren Arg 234/Ile 
235 fuhrt zur Freisetzung eines 52 Aminosauren langen Aktivie- 
rungspeptids vom N-Terminus der schweren Kette und damit zur 
Bildung des aktiven Enzyms, Faktor Xa. Das katalytische Zentrum 
des Faktor Xa ist auf der schweren Kette lokalisiert . 

Die Aktivierung uber den Faktor VIIa-TF (extrinsischen) -Komplex 
fiihrt zur Bildung von Faktor Xaa (35 kD) und Faktor Xap (31 kD) , 
wobei bei geringen Konzentrationen von Faktor Vila im Komplex 
auch ein Polypeptid von 42 (kD) auftritt. 

Die Bildung von Faktor Xaa erfolgt uber eine Spaltung bei 
Arg234/Ile 235 der schweren Kette und reprasentiert die Aktivie- 
rung von Faktor X zu Faktor Xa . Das Auftreten von Faktor Xap re- 
sultiert vermutlich aus einer autokatalytischen Spaltung bei 
Arg469/Gly470 im C-Terminus der schweren Kette von Faktor Xaa 
und der Abspaltung eines 4.5 kD-Peptides. Faktor Xap besitzt 
ebenfalls wie Faktor Xaa katalytische Aktivitat. Es wurde jedoch 
gezeigt, daS durch die Spaltung von Faktor Xaa zu Faktor Xap ei- 
ne Plasminogen-Rezeptorbindungsstelle entsteht und Faktor Xap 
gegebenenf alls f ibrinolytische Aktivitat aufweist bzw. an Fibri- 
nolyse als Cofaktor beteiligt ist. Die Umwandlung von Faktor Xaa 
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zu Faktor XaP ist jedoch langsamer als die Bildung von Thrombin 
wodurch eine Initiierung der Fibrinolyse vor Ausbildung eines 
Blutklots verhindert wird (Pryzdial et al. 1996. J. Biol chem 
271:16614-16620; Pryzdial et al . 1996. J. Biol. Chem. 271:16621 
16626) . 

Das 42 kD-Polypeptid resultiert aus einer Prozessierung im C- 
Terminus der schweren Kette zwischen Arg469/Gly470 ohne vorheri 
ge Prozessierung zwischen Arg234/lle 235. Dieses Intermediat be 
sitzt ebenso wie ein Faktor Xay-Fragment , das durch Proteolyse 
bei Lys370 entsteht, keine katalytische Aktivitat (Mertens et 
al. 1980. Biochem. J. 185:647-658; Pryzdial et al . 1996. J. 
Biol. Chem. 271:16614-16620). 

Die Aktivierung von Faktor X im intrinsischen Weg wird kataly- 
siert durch den Faktor IXa-Faktor VIIIa-Komplex . Wahrend der Ak- 
tivierung werden die gleichen Prozessierungsprodukte erhalten, 
jedoch wird das Faktor XaP-Produkt in einem hoheren AusmaS er- 
halten als andere Faktor X-Prozessierungsprodukte (Jesty et al . 
1974. J. Biol. Chem. 249:5614). 



In vitro kann Faktor X beispielsweise durch Russell's Viper Ve- 
nom (RW) oder Trypsin (Bajaj et al . 1973. J.Biol. Chem. 
248:7729-7741) oder gereinigte physiologische Aktivatoren, wie 
FVIIa/TF-Komplex oder Faktor IXa/Faktor VIIIa-Komplex aktiviert 
werden (Mertens et al . 1980. Biochem. J. 185:647-658). 

Kommerziell erhaltliche Faktor X-Produkte aus Plasma enthalten 
zumeist eine Mischung aus Faktor Xact und Faktor Xap, da nach Ak- 
tivierung von Faktor X zu Faktor Xa in erster Linie Faktor Xact 
entsteht, der in einem autokatalytischen ProzeS wiederum zu Fak- 
tor XaP gespalten wird. 

Urn ein einheitliches Faktor Xa-Produkt mit hoher molekularer In- 
tegrity herzustellen, wurde in der EP 0 651 054 vorgeschlagen, 
Faktor X mit RW iiber einen langeren Zeitraum zu aktivieren, so- 
dafi das result ierende Endprodukt im wesent lichen Faktor Xap ent- 
hielt. Sowohl die Nebenprodukte, beispielsweise Faktor Xaa, als 
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auch die Protease wurden anschlieSend durch mehrere chromatogra- 
phische Schritte entfernt . 

Die cDNA fur Faktor X wurde isoliert und charakterisiert (Leytus 
et al. 1984. Proc . Natl. Acad. Sci . USA 82:3699-3702; Fung et 
al. 1985. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3591-3595). 
Humaner Faktor X wurde in vitro in verschiedenen Zelltypen, wie 
humanen embryonalen Nierenzellen oder CHO-Zellen exprimiert 
(Wolf et al. 1991. J. Biol.Chem. 266:13726-13730). Es wurde je- 
doch f estgestellt , dafi bei der rekombinanten Expression von hu- 
manem Faktor X die Prozessierung an Position Arg40/Ala41 im Ge- 
gensatz zur in vivo Situation ineffizient erfolgt und unter- 
schiedliche N-Termini an der leichten Kette von Faktor X entste- 
hen (Wolf et al . 1991. J. Biol.Chem. 266:13726-13730). Rekombi- 
nanter Faktor X (rFX) wurde durch RW in vitro zu rFaktor Xa 
(rFXa) aktiviert oder rFXa direkt exprimiert, wobei das Aktivie- 
rungspeptid von Aminosaure 183 bis Aminosaure 234 deletiert und 
durch ein Tripeptid ersetzt wurde, um eine Prozessierung unmit- 
telbar in eine zweikettige rFXa Form zu ermoglichen. Gereinigter 
rFX wurde zu etwa 70% in leichte und schwere Kette prozessiert, 
wahrend die verbleibenden 30% einzelkettigen rFX mit 75 kD dar- 
stellten. Direkte Expression von rFXa fiihrte zwar zur Bildung 
von aktivem Faktor Xa, jedoch auch zu inaktiven Intermediaten . 
Wolf et al. (1991. J. Biol.Chem. 266:13726-13730) stellten wei- 
terhin eine verringerte Aktivitat von rekombinantem Faktor X 
fest, die sie auf die schlechtere Akt ivierbarkeit des rFX durch 
RW sowie auf die inaktive Population an Proteinen und Polypep- 
tiden des einzelkettigen Vorlauf ermolekiils zuriickf uhrten . Insbe- 
sondere fanden sie ein hohe Instabilitat von rFXa bei Expression 
durch rekombinante Zellen, was sie auf die hohe Autoproteolyse- 
rate zuriickf uhrten . 

In der WO 98/3 8317 werden Faktor X-Analoge beschrieben, bei de- 
nen die Aminosauren im Bereich zwischen Glu228 und Arg234 modi- 
fiziert sein konnen, wodurch diese Konstrukte beispielsweise 
durch Proteasen wie Furin aktiviert werden konnen. 

Um die Funktion des C-terminalen Peptides von Faktor Xaa zu un- 
tersuchen, fiihrten Eby et al. (1992. Blood 80 (Suppl. 1): 1214 
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A) ein Stopcodon an Position Gly430 der Faktor X-Sequenz ein. 
Sie fanden jedoch keinen Unterschied zwischen der Aktivierungs- 
rate von Faktor Xa (FXacc) mit p-Peptid oder einer Deletions- 
mutant e ohne S-Peptid (FXap) . 

Faktor Xa ist ein wichtiger Bestandteil des Prothrombinase- 
Komplexes und findet daher Einsatz bei der schnellen Stillung 
von Blutungen und bei Patienten mit Storungen der Blutgerinnung, 
beispielsweise bei Hamophilie. Insbesondere die Behandlung von 
Hamophi lie -Patient en mit Faktor VIII- oder Faktor IX-Defizienz 
mit Faktoren-Konzentraten, hergestellt aus Plasma, wird bei lan- 
geren Therapiezeiten oft dadurch kompliziert, dafi inhibitorische 
Antikorper gegen diese Faktoren gebildet werden. Es wurden daher 
eine Reihe von Alternativen entwickelt, urn Hamophilie-Patienten 
mit Faktoren mit einer By-pass -Aktivitat zu behandeln. So wurde 
die Verwendung von Prothrombin-Komplex-Konzentrat , partiell ak- 
tiviertem Prothrombinase-Komplex (APPC) , Faktor Vila oder FEIBA 
vorgeschlagen. Kommerzielle Praparate mit Faktor Vlll-Bypass- 
Aktivitat (FEIBA) sind beispielsweise FEIBA® oder Autoplex®. 
FEIBA etwa enthalt vergleichbare Einheiten an Faktor II, Faktor 
VII, Faktor IX, Faktor X und FEIBA, geringe Mengen an Faktor 
VIII und Faktor V, sowie Spuren von aktivierten Koagulansf akto- 
ren, wie Thrombin und Faktor Xa bzw. einen Faktor mit Faktor X- 
ahnlicher Aktivitat (Elsinger 1982. Activated Prothrombin Com- 
plex Concentrates. Ed. Mariani, Russo, Mandelli, p. 77-87). El- 
singer weist insbesondere auf die Bedeutung einer „ Faktor Xa- 
like" -Aktivitat in FEIBA hin. Faktor VIII-Bypass-Aktivitat wurde 
von Giles et al . (1988. British J. Haematology 9:491-497) fur 
eine Kombination von gereinigtem Faktor Xa und Phospholipiden im 
Tiermodell gezeigt . 

Es besteht daher ein groSer Bedarf und eine Reihe von verschie- 
denen Anwendungsgebieten fur Faktor X/Xa oder Faktor X/Xa- 
ahnlichen Proteinen entweder allein oder als Bestandteil eines 
Koagulationskomplexes in der Blutstillungstherapie . Die Halb- 
wertszeit von Faktor Xa ist gegenuber dem Zymogen sowohl in vivo 
als auch in vitro stark herabgesetzt . So kann etwa Faktor X in 
Glycerin 18 Monate stabil aufbewahrt werden, wahrend Faktor Xa 
unter gleichen Bedingungen nur 5 Monate stabil ist (Bajaj et al . 
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1973. J. Biol. Chem. 248:7729-2241) bzw. in Glycerin bei 4°C 
nach 8 Monaten eine Reduktion der Aktivitat um mehr als 6 0% 
zeigt (Teng et al . 1981. Thrombosis Res. 22: 213-220). Die Halb- 
wertszeit von Faktor Xa betragt lediglich 3 0 Sekunden im Serum. 

Aufgrund der Instabilitat von Faktor Xa wurde vorgeschlagen, 
Faktor X-Praparate zu verabreichen (US 4,501,731). Bei lebensbe- 
drohenden Blutungen, insbesondere bei Hamophilie-Patienten, ist 
jedoch ein Verabreichung von Faktor X wirkungslos, da durch das 
Fehlen des f unktionellen „Tenase-Komplexes " im intrinsischen 
Blutgerinnungsweg keine ausreichende Aktivierurig von Faktor X zu 
Faktor Xa erfolgen kann und die Aktivierung uber den extrinsi- 
schen Weg oftmals zu langsam erfolgt, um eine rasche Wirkung zu 
erzielen. Zudem ist bei Hamophilie-Patienten ausreichend Faktor 
X vorhanden, der jedoch im Vergleich zu Faktor Xa eine lOOOfach 
geringere Prothrombinase -Aktivitat besitzt. In solchen Fallen 
ist es erforderlich aktivierten Faktor Xa direkt, gegebenenf alls 
zusammen mit Phospholipiden, wie bei Giles et al . (1988. British 
J. Haematology 9:491-497) beschrieben Oder mit anderen Koagula- 
tionsf aktoren etwa mit Faktor VIII By-pass -Aktivitat , zu verab- 
reichen . 

Bei der Herstellung von Faktor Xa aus Faktor X erfolgte die Ak- 
tivierung bisher zumeist uber unphysiologische Aktivatoren tie- 
rischen Ursprungs, wie RW oder Trypsin, wobei jedoch absolut 
sichergestellt sein muSte, da6 das Endprodukt vollstandig frei 
von diesen Proteasen ist. Wie oben schon erwahnt, werden bei der 
Aktivierung von Faktor X zu Faktor Xa eine Vielzahl teilweise 
auch inaktiver Intermediate gebildet (Bajaj et al . 1973. J. Bio. 
Chem. 248:7729-7741, Mertens et al . 1980. Biochem. J. 185: 647- 
658) . Die Anwesenheit solcher Intermediate fuhrt zu einer Er- 
niedrigung der spezifischen Aktivitat des Produktes und gegebe- 
nenfalls auch zu solchen Intermediates die als Antagonisten der 
aktiven Serinprotease fungieren konnen. Zur Herstellung eines 
einheitlichen, reinen Produktes mit hoher spezifischer Aktivitat 
sind daher bei konventionellen Methoden aufwendige Verfahren zur 
Aktivierung sowie zur chromatographischen Reinigung erforder- 
lich. 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher eine Preparation 
zur Verfugung zu stellen, die ein Polypeptid mit Faktor X/Xa- 
Aktivitat enthalt, das eine gegenuber dem Stand der Technik ver- 
besserte Aktivierbarkeit durch Faktor XIa oder einem Derivat da- 
von aufweist, das eine hohe Stabilitat aufweist und das durch 
Faktor XIa oder einem Derivat davon, ohne die Verwendung einer 
der im Stand der Technik zur Aktivierung des natiirlichen Faktor 
X bekannten Proteasen, insbesondere tierischen Ursprungs, wie 
beispielsweise RW oder Trypsin zu Faktor Xa aktiviert werden 
kann. Ein weiteres Ziel ist es eine pharmazeutische Preparation 
mit Faktor VIII-Bypass-Aktivitat bereitzustellen . 

Diese Aufgaben werden erf indungsgemaS dadurch gelost, daS ein 
Faktor X-Analogon zur Verfiigung gestellt wird, das eine Substi- 
tution zumindest einer der Aminosauren zwischen Glu226 und 
Arg234, und gegebenenf alls Ile235 aufweist. Die Position der 
Aminosauren ist dabei auf die Numerierung gemag der in Fig. l 
dargestellten Sequenz bezogen, und zwar beginnend mit Metl und 
endend mit Lys488. Die Aminosaure-Substitution in diesem Bereich 
ist eine neue, nicht-natiirlicherweise an dieser Position im Po- 
lypeptid vorkommende Erkennungs- bzw. Prozessierungsstelle fur 
Faktor XIa oder einem Derivat davon, ausgenommen eine Sequenz 
Glu-Arg-Gly-Asp-Asn-Asp-Phe-Thr-Arg/Ile der Aminosauren 226-234, 
der normalerweise FX nicht spaltet. Uberraschenderweise zeigt 
das erfindungsgemaSe Faktor X Analogon eine mindestens 2-fach, 
bevorzugterweise mindestens 5-fach, besonders bevorzugt eine 
mindestens 10-fach gesteigerte Aktivierbarkeit durch Faktor XIa 
gegenuber dem Faktor X-Analogon gemaS der WO 98/38317 aufweist. 

Weiters hat sich uberraschenderweise gezeigt, dafi das Faktor X- 
Analogon gemaS vorliegender Erfindung bei einer Antigen- ' 
Konzentration von 4-8^g/ml die Gerinnungszeit von Faktor IX oder 
FVIIl-def izientem Plasma effizienter reduzieren kann als >200mU, 
bevorzugt >500mU / besonders bevorzugt >1000mU Plasma Faktor IX 
oder FVIII. 



Vorzugsweise ist zumindest eine der Aminosauren 226-230, insbe- 
sondere 226-228, substituiert . Besonders bevorzugt ist, wenn 
moglichst viele der Aminosauren im Bereich 226-235 einer Spalt- 
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stelle fur Faktor XIa oder einem Derivat davon entsprechen. Die 
Einfiihrung einer spezif ischen Faktor XIa-Spaltsequenz , die zu- 
mindest 4, vorteilhaf ter Weise zumindest 6, Aminosauren umfaSt, 
hat sich erf indungsgemaS besonders bewahrt . 

Die Modifikation ist vorzugsweise so ausgewahlt, daS die Prozes- 
sierung durch Faktor XIa zu einem dem nativen Faktor Xa entspre- 
chenden Polypeptid f uhrt , das im wesentlichen der natiirlich vor- 
kommenden Faktor Xa-Sequenz gleicht und ebenfalls Faktor Xa- 
Aktivitat aufweist . 

Urn eine optimale Prozessierung zu erreichen, kann es in einzel- 
nen Fallen notwendig sein, zusatzlich die Aminosaure Ile235 aus- 
zutauschen. Vorzugsweise sollte die NH 2 - terminale Aminosaure 
Isoleucin der schweren Kette jedoch nach Aktivierung erhalten 
bleiben, da dieser Aminosaure bei der Bildung der Substratbin- 
dungstasche eine wesentliche Funktion zukommt (Watzke et al . 
1995. Molecular Basis of Thrombosis and Hemostasis ed. Katherine 
High & Harold Roberts) . Die erf indungsgemafien Faktor X-Analoge 
zeigen einen strukturellen Unterschied, insbesondere auf Ami- 
nosaure-Ebene im Vergleich zur nativen Faktor X-Sequenz, besit- 
2en jedoch eine vergleichbare Aktivierbarkeit , wie natiirlich 
vorkommender Faktor X bzw. nach Aktivierung, Faktor Xa- 
Aktivitat . 

Die Erfindung stellt dabei Faktor X-Analoge zur Verfugung, die 
eine Substitution im Aktivierungspeptid in bezug auf die natiir- 
lich vorkommende Faktor X-Sequenz und eine veranderte Protease - 
spezif itat aufweisen. Aminosauresubstitut ionen konnen dabei sein 
an Position Ile235 (Rl) , Arg234, Thr233 (R2) , Leu232 (R3), 
Asn231 (R4), Asn230 (R5) , Asp229 (R6), Gly228 (R7) und Arg229 
(R8) wobei jedoch vorzugsweise Arg234 unverandert bleibt . 

Die erf indungsgemaSen Faktor X-Analoga enthalten vorzugsweise 
eine Faktor X-Sequenz mit Glu226 -R8 -R7 -R6 -R5 -R4 -R3 -R2 -Arg234 -Rl , 
wobei 

a) Rl eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe lie, Val, oder 
Ala 
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b) R2 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Thr, Ser oder 
Asn; 

c) R3 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Phe, Leu, Arg 
Oder lie; 

d) R4 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Asp, Lys, Thr 
oder Glu; 

e) R5 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Asn, Ser, Lys, 
Met, Thr oder Asp; 

f) R6 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Phe, Thr, Ser, 
Pro, Leu oder lie 

g) R7 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Ser, Gin, lie, 
Thr, Asn oder Pro; 

R8 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Gin, Ser, His, Tyr 
oder Glu ist. 

Erf indungsgemaS unterscheiden sich bevorzugterweise die Ami- 
nosauren 226-234 urn mindestens 4 Aminosauren von der natiirlichen 
Faktor X-Sequenz, wobei zumindest 3 der Aminosauresubstitutionen 
vorzugsweise unmittelbar auf einanderf olgend sind. 

Bevorzugterweise handelt es sich dabei urn Aminosauresequenzen, 
die den Aminosauresequenzen des Aktivierungspeptids von Faktor 
IX entsprechen. Diese Sequenzen konnen humanen, aber auch tieri- 
schen (z.B. murinen, porcinen etc.) Faktor IX Aktivierungspep- 
tid-Bereichen entsprechen. 

Bevorzugte Ausf uhrungsf ormen der erf indungsgemaSen Faktor X- 
Analoge sind dabei FX-Analoge, die eine Substitution aufweisen 
mit : 

a) Rl= Val, R2= Thr, R3= Leu, R4= Asp, R5= Asn, R6= Asp, R7= 
Ser und R8= Gin und durch Faktor XIa oder einem Derivat davon 
prozessiert wird . 

b) Rl= He, R2= Thr, R3= Leu, R4= Asp, R5= Asn, R6= Asp, R7= 
Ser und R8= Gin und durch Faktor XIa oder einem Derivat davon 
prozessiert wird (Fig. 2) . 

c) Rl= Val, R2= Thr, R3= Leu, R4= Lys, R5= Ser, R6= Thr, R7= 
Gin und R8= Ser und durch Faktor XIa oder einem Derivat davon 
prozessiert wird. 
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d) Rl = lie, R2= Thr, R3 = Leu, R4= Lys, R5= Ser, R6= Thr, R7= 

Gin und R8= Ser und durch Faktor XIa Oder einem Derivat davon 
prozessiert wird. 

Weitere bevorzugte Varianten konnen sich aus dem Austausch von 
elner oder zwei weiteren Aminosauren der obigen Molekule a) -d) 
ergeben, fur die die Spaltbarkeit mittels Faktor XIa mit den er- 
f indungsgemaS zur Verfiigung gestellten Assays belegt worden ist. 

Die Modif ikationen konnen dabei beispielsweise durch gerichtete 
in vitro Mutagenese oder PCR oder andere aus dem Stand der Tech- 
nik bekannten gentechnischen Methoden durchgefiihrt werden, die 
dazu geeignet sind, spezifisch eine DNA-Sequenz zu verandern, urn 
gezielt Aminosaurenaustausche auszufuhren. 

Die Aktivierung des erf indungsgemaSen Faktor X-Analogon zu einem 
nativen Faktor Xa bzw. einem Faktor Xa-Analogon erfolgt gemaS 
der vorliegenden Erfindung durch Faktor XIa oder einem Derivat 
davon . 

Eine der Schwierigkeiten bei der Herstellung von aktivem Faktor 
Xa ist seine Instabilitat , da durch Autokatalyse neben Faktor 
Xaa auch Faktor Xap und andere, gegebenenf alls inaktive, Inter- 
mediate entstehen . 

Zur Herstellung von im wesentlichen intakten, aktiven Faktor 
X/Xa bzw. Faktor X/Xa-ahnlichen Molekiilen ware es daher wiin- 
schenswert, nur solche Proteine zu erhalten, die zu stabilen 
Endprodukten fiihren. 

Es ist bekannt, date eine bevorzugte Spaltstelle fur die Prozes- 
sierung von Faktor Xaa (Fxaa) zu Faktor Xap (Fxa0) zwischen 
Arg469/Gly470 liegt. Aufgrund von Untersuchungen von Eby et al . 
(1992. Blood. Vol. 80, Suppl 1, 1214) wird neben einem prominen- 
ten carboxyterminalen Peptid (Aminosaurereste 476-487) von Fak- 
tor X ein weiteres kurzeres Peptid (Aminosaurereste 474 bis 477) 
gefunden, das durch Autokatalyse von Faktor Xaa entsteht . Urn ei- 
ne gezielte Prozessierung von intaktem Faktor X zu im wesentli- 
chen aktivem Faktor Xa zu focussieren, ohne dabei inaktive Pro- 
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zessierungs- Intermediate zu erhalten, weisen die erf indungsgema- 
fien Faktor X-Analoge weitere Modif ikationen auf . 

Das erfindungsgemaSe Faktor X-Analogon weist daher gemaS einer 
besonderen Ausf uhrungsf orm eine weitere Modifikation im C- 
terminalen Bereich der Faktor X-Aminosauresequenz auf. 

GemaS einer Ausf uhrungsf orm weist ein Faktor X-Analogon der oben 
beschriebenen Art ein intaktes p-Peptid (Fxcx) auf. Das erfin- 
dungsgemafie Faktor X-Analogon besitzt dabei insbesondere eine 
Modifikation im Bereich der C-terminalen P-Peptidspaltstelle, 
die verhindert, daS nach Aktivierung von Faktor X zu Faktor Xa 
eine Abspaltung des P-Peptids von Faktor X erf olgt . Dadurch ward 
ein Faktor Xa-Molekiil erhalten, das bis zu 100% als intaktes 
Faktor Xaa-Molekiil isoliert werden kann. 

Die Modifikation kann eine Mutation, Deletion oder Insertion im 
Bereich der Faktor X-Aminosauresequenz zwischen Aminosaureposi- 
tion Arg469 und Ser476 und gegebenenf alls von Lys 370 sein. Be- 
vorzugt ist jedoch eine Aminosauresubstitution, bei der durch 
den Aminosaureaustausch eine die Struktur und damit gegebenen- 
falls die Funktion und Aktivitat des Proteins beeinf lussende 
Faltung des Polypeptides nicht erfolgen kann. 

GemaS einer Ausfiihrungsf orm weisen die erf indungsgemaSen Faktor 
X-Analoge einen Austausch einer der Aminosauren an Position 
Arg469 und/oder Gly470, wobei Arg469 vorzugsweise gegen Lys, His 
oder lie und Gly4 70 vorzugsweise gegen Ser, Ala, Val oder Thr 
ausgetauscht ist. 

Die erfindungsgemaSen Faktor X-Analoge konnen neben einer Muta- 
tion an Position Arg469 und/oder Gly470 eine weitere Mutation an 
Position Lys370 und/oder Lys475 und/oder Ser476 aufweisen. 

Durch eine Aminosauresubstitution an einer dieser Positionen 
wird eine Prozessierung von Faktor Xact zu Faktor XaP bzw. Faktor 
Xay vermieden, da die naturlicherweise vorkommende (n) Prozessie- 
rungssequenz(en) derart modif iziert ist (sind) , daS eine gegebe- 
nenfalls autokatalytische Abspaltung des Carboxy- terminalen Pep- 
tids nicht mehr erfolgen kann. 
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Gemafi einer anderen Ausf uhrungsf orm weist das erf indungsgemafie 
Faktor X-Analogon eine Deletion des carboxyterminalen 0-Peptids 
(FXP) auf . Ein solches Faktor X-Analogon kann hergestellt wer- 
den, indem eine cDNA kodierend fur ein Faktor X-Analogon in ei- 
nem rekombinantem Expressionssystem exprimiert wird, wobei nur 
die Sequenzen kloniert werden, die fur die Aminosauren Metl bis 
Arg4 6 9 kodieren. 

GemaS einer weiteren Ausf uhrungsf orm weist das erf indungsgemaSe 
Faktor X-Analogon ein Translationsstopsignal im C-terminalen Be- 
reich der Faktor X-Sequenz auf. Das Translationsstopsignal ist 
dabei vorzugsweise an einer Position, die einer nach natiirlicher 
Prozessierung entstehenden C-terminalen Aminosaure f olgt . Das 
Translationsstopsignal ist daher vorzugsweise an Position der 
Aminosaure 470 der Faktor X-Sequenz, damit das endstandige 
Arg469 des Faktor Xap erhalten bleibt . Dazu wird das fur die 
Aminosaure Gly4 7 0 kodierende Kodon GGC gegen TAA, TAG oder TGA 
substituiert . 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft Faktor 
X-Analoge # die durch Behandlung mit Faktor XIa oder einem Deri- 
vat davon in vivo und in vitro zu nativem Faktor Xa bzw. einem 
Faktor Xa-Analogon aktiviert werden, also die aktivierten Faktor 
X-Analoge. Abhangig vom Faktor X-Analogon, das eingesetzt und 
aktiviert wird, wird ein dem nativem Faktor Xa entprechendes und 
im wesentlichen identes Polypeptid erhalten bzw. ein Polypeptid, 
das zwar Faktor Xa-Aktivitat auf weist, jedoch in bezug auf die 
native Faktor Xa-Sequenz Modif ikationen aufweist, die jedoch 
nicht die biologische Aktivitat beeintrachtigen . Bei Aktivierung 
der erf indungsgemaSen Faktor X-Analogen, die die Substitution im 
Bereich des Aktivierungspeptides in der Sequenz des Aktivie- 
rungspeptids aufweisen, werden ausschlieSlich dem nativem Faktor 
Xa-Molekiil entsprechende Polypeptide erhalten. Weist ein solches 
Faktor X-Analogon gegebenenf alls zusatzlich ein Translations- 
stopsignal im C-terminalen Bereich des S-Peptids auf, so werden 
Faktor Xafi homologe Molekule gewonnen. Wird jedoch ein Faktor X- 
Analogon eingesetzt, das Modif ikation (en) innerhalb der 6- 
Peptidsequenz aufweist, die dazu fiihrt (en) , daS das S-Peptid 
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nicht abgespalten wird, so wird ein Faktor Xacc-Analogon mit 
nem Aminosaureaustausch im C-Terminus des Molekuls erhalten. 



ei- 



Die erfindungsgemaSen Faktor X-Analoge weisen ausschlieSlich Mo 
difikationen auf, die die Spezifitat fur die Aktivierbarkeit an 
dern und nicht die Aktivitat nachteilig beeinf lussen . Es werden 
daher in jedem Fall biologisch und funktionell aktive Faktor Xa 
Molekiile bzw. Faktor Xa-Analoge gewonnen. 

Die Aktivierung in vivo und in vitro kann durch Faktor XIa oder 
einem Derivat davon erfolgen. Ein Faktor XIa-Derivat kann dabei 
ein von Faktor XIa abgeleitetes Polypeptid oder Protein sein, 
daS sich vom nativen Faktor XIa etwa in seiner Lange unterschei- 
det (z.B. trunkierte Formen) oder aber durch Aminosaure- 
Substitution erhalten ist. Wesentlich ist stets, daS auch das 
Faktor XIa-Derivat stets die fur Faktor XIa charakteristische 
spezifische Proteaseaktivitat auf weist . 

GemaS einer besonderen Ausfuhrungsf orm werden Faktor X-Analoge 
bereitgestellt, die vorzugsweise in gereinigter Form als einzel- 
kettige Molekiile vorliegen. Das einzelkettige Faktor X-Molekul 
zeichnet sich durch seine hohe Stabilitat und molekulare Inte- 
grity aus . Bisher konnte ein einzelkettiges Faktor X-Molekul 
nicht in gereinigter Form isoliert werden, da es sehr rasch in 
die zweikettige Form prozessiert wird (Fair et al . 1984. Blood 
64:194-204). Die rekombinanten einzelkettigen Faktor X-Analoge 
konnen durch spezifische Prozessierung in die zweikettige Faktor 
X-Form prozessiert und anschlieSend zu Faktor Xa bzw. Faktor Xa- 
Analogon aktiviert werden. Dies kann dadurch erfolgen, daS das 
einzelkettige Faktor X-Analoge mit Furin in Kontakt gebracht und 
prozessiert wird und anschlieSend durch Faktor XIa oder einem 
Derivat aktiviert wird. 

Zweikettiges Faktor X-Analogon kann zu Faktor Xa bzw. Faktor Xa- 
Analogon aktiviert werden. Dies kann bespielsweise dadurch er- 
folgen, da£ ein Faktor X-Analogon, das durch die erf indungsgema- 
£e Substitution in Bereich des Aktivierungspeptids eine Faktor 
XIa Spaltstelle aufweist, in einer rekombinanten Zelle als ein- 
zelkettiges Molekiil exprimiert und isoliert und anschlieSend 
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durch in Kontakt bringen mit Furin prozessiert wird und dann 
durch Faktor XIa oder einem Derivat davon in ein aktiviertes 
Faktor Xa-Molekul gespalten wird. 

Ein als zweikettiges Molekiil aus einer Zellkultur isoliertes 
Faktor X-Analogon kann direkt mit Faktor XIa oder einem Derivat 
davon behandelt werden. 

Ein derart erhaltener Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon weist 
aufgrund der selektiven und gerichteten Prozessierungsreaktion 
eine hohe Stabilitat und strukturelle Integritat auf und ist 
insbesondere frei von inaktiven Faktor X/Xa-Analogon- 
Intermediaten und autoproteolytischen Abbauprodukten . Weiters 
ist das erfindungsgemaSe Faktor X-Analogon besonders gut durch 
Faktor XIa oder einem Derivat davon aktivierbar, gegeniiber den 
Faktor X-Analogen aus der WO 98/38317 ist die Aktivierbarkeit 
mindestens 2-fach, bevorzugt mindestens 5-fach # besonders bevor- 
zugt mindestens 10-fach gesteigert. Es hat sich iiberraschender- 
weise gezeigt, daS die erf indungsgemaSen Konstrukte die verbes- 
serte Aktivierbarkeit vor allem dadurch erhalten, da£ zumindest 
4, vorzugsweise mindestens 6 der Aminosauren 226-235 verschieden 
von den im naturlichen Faktor X-Molekiil vorkommenden Aminosauren 
sind und vorteilhaf ter Weise zumindest 3 der ausgetauschten Ami- 
nosauren aufeinander abfolgen. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die re- 
kombinante DNA kodierend fur die erf indungsgemaSen Faktor X- 
Analoge. Die rekombinante DNA resultiert nach deren Expression 
in einer geeigneten Wirtszelle in einem Faktor X-Analogon mit 
einer Aminosauresequenz entsprechend dem humanen Faktor X, auSer 
daS es eine Aminosaure-Substitution auf weist, die die Prozessie- 
rungsspezif itat und Prozessierungsprodukte beeinf lu£t . 
Die biologische Koagulans-Aktivitat wird aber in keinster Weise 
negativ beeinf luSt , uberraschenderweise kommt es haufig sogar zu 
einer Steigerung der Aktivitat. 

Gemafi einem weiteren Aspekt werden auch transf ormierte Zellen 
enthaltend die rekombinante DNA zur Verfiigung gestellt. 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft eine Preparation ent 
haltend ein gereinigtes Faktor X-Analogon oder ein Vorlauferpro 
tein davon, das die erf indungsgemaSe Aminosaure-Substitution im 
Bereich der naturlicherweise vorkommenden Faktor Xa- 
Aktivierungsstelle auf weist . Die Substitution im Bereich der Ak 
tivierungsspaltstelle ist eine neue, nicht-naturlicherweise an 
dieser Position im Polypeptid vorkommende Erkennungs- bzw. 
Spaltstelle fur Faktor XIa bzw. einem Derivat davon, der das Po 
lypeptid normalerweise nicht an dieser Stelle prozessiert. Die 
Preparation kann dabei eine gereinigte Preparation von Faktor X 
Analogen sein, wobei die Polypeptide aus einem Zellkultursystem 
entweder nach Isolierung aus dem Zellkulturuberstand oder aus 
einem Extrakt einer Zellkultur erhalten werden. Ein aus einem 
Zellkultursystem vorgereinigtes rekombinantes Faktor X-Analogon 
kann uber aus dem Stand der Technik bekannte Verfahren weiter 
gereinigt werden. Dazu eignen sich insbesondere chromatographi- 
sche Verfahren, wie Gelf iltration, Ionenaustauscher- oder Affi- 
nitatschromatographie . 

GemaS einer Ausf uhrungsf orm enthalt die erf indungsgemaSe Prepa- 
ration das Faktor X-Analogon vorzugsweise als einzelkettiges Mo- 
lekiil in isolierter Form. Eine derartige Preparation wird da- 
durch herstellt, dafi ein durch rekombinante Herstellung gewonne- 
nes Faktor X-Analogon als einzelkettiges Molekul aus einem Zell- 
system, vorzugsweise einer Zellkultur von aus Endoprotease- 
defizienten Zellen, isoliert wird. 

Gemefi einem besonderen Aspekt enthSlt die Preparation einzelket- 
tiges Faktor X-Analogon mit einer Modif ikation, die nach Prozes- 
sierung durch Furin eine Aktivierung zu Faktor Xa durch Faktor 
XIa oder einem Derivat davon in vitro erlaubt . Die Aktivierung 
erfolgt dabei durch In-Kontakt -bringen des Faktor X-Analogons 
mit den Proteasen, wobei eine Spaltung in die reife Faktor X- 
Form und durch die Modifikation eine Abspaltung des Aktivie- 
rungspeptids erfolgt und Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon ent- 
steht . 
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In der erf indungsgemaSen Preparation kann das Faktor X-Analogon 
entweder als Faktor Xa (FXa) oder mit einer Deletion des 6- 
Peptids vorliegen. 

Die Preparation enthalt insbesondere Faktor X-Analogon in enzy- 
matisch inaktiver Form mit einer Reinheit von mindestens 80%, 
vorzugsweise 90%, besonders bevorzugt von 95% und enthalt keine 
inaktiven, proteolytischen Intermediate von Faktor "X/Xa- 
Analogon . 

GemaS einer weiteren Ausf iihrungsf orm enthalt die erf indungsgema- 
Se Preparation das Faktor X-Analogon vorzugsweise als zweiketti- 
ges Molekul in isolierter Form. Dazu wird beispielsweise ein 
durch rekombinante Herstellung als einzelkettiges Molekul aus 
einem Zellsystem gewonnenes Faktor X-Analogon in vitro, also au- 
Serhalb der Zelle, durch Furin, in die zweikettige Form gespal- 
ten. Dies kann dadurch erfolgen, daS die Protease direkt mit dem 
Kulturiiberstand der Faktor X-Analogon exprimierenden Klone ge- 
mischt wird, entweder durch Mischen der gereinigten Protease 
oder eines Zellkulturiiberstandes einer die Protease in rekombi- 
nanter Form exprimierenden Zellkultur, oder durch Co- 
Kultivierung von Faktor X-Analogon und Protease -exprimierenden 
Klonen. 

Gemafi einer besonderen Ausftihrung enthalt die Preparation ent- 
haltend das gereinigte, einzelkettige oder zweikettige Faktor X- 
Analogon einen physiologisch akzeptablen Trager und ist gegebe- 
nenfalls als pharmazeutisches Preparat formuliert. Die Formulie- 
rung kann in an sich iiblicher Weise erfolgen und mit einem Puf- 
fer enthaltend Salze, wie NaCl, CaCl 2 , und Aminosauren, wie 
Glycin und/oder Lysin, bei einem pH im Bereich von 6 bis 8 ge- 
mischt und als pharmazeutisches Praparat formuliert sein. Die 
gereinigte Preparation enthaltend Faktor X-Analogon kann als 
fertige Losung, Lyophilisat oder tiefgefroren bis zum Endge- 
brauch als lagerfehiges Produkt bereitgestellt werden. Vorzugs- 
weise erfolgt die Lagerung der Preparation in lyophiliserter 
Form und wird mit einer entsprechenden Rekonst itut ionslosung in 
eine optisch klare Losung gelost. 
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Die Preparation gemaS der vorliegende Erfindung kann jedoch auch 
als Flussigpraparat bzw. in f liissig- tief gef rorener Form zur Ver- 
fiigung gestellt werden. 

Die erfindungsgemaBe Preparation ist besonders stabil, d.h. sie 
kann auch in geloster Form iiber langere Zeit vor der Applikation 
stehen gelassen werden. Es hat sich gezeigt, daE die erfindungs- 
gemaEe Preparation fur mehrere Stunden bis Tage keinerlei Akti- 
vitatsverlust zeigt. 

Die erfindungsgemaBe Preparation kann in einer geeigneten Vor- 
richtung, vorzugsweise einer Applikationsvorrichtung, in Kombi- 
nation mit Faktor XIa oder einem Derivat davon, vorliegen. 

Die erf indungsgemese Preparation, enthaltend ein Faktor X- 
Analogon in Kombination mit Faktor XIa oder einem Derivat davon, 
der in der Lage ist, das Faktor X-Analogon zu Faktor Xa bzw. 
Faktor Xa-Analogon zu aktivieren, kann als Kombinationspraparat 
bereitgestellt werden, bestehend aus einem Beheiter enthaltend 
an einen Trager immobilisierten Faktor XIa, gegebenenf alls in 
Form einer Mini-seule oder einer mit einer Protease bestiickten 
Spritze und einem Beheiter enthaltend die pharmazeutische Prepa- 
ration mit Faktor X-Analogon. Zur Aktivierung des Faktor X- 
Analogons wird die Faktor X-Analogon-haltige Losung beispiels- 
weise iiber die immobilisierte Protease gedriickt . Die Faktor X- 
Analogon haltige Losung ist dabei wehrend der Lagerung des Pre- 
parates vorzugsweise von der Protease raumlich getrennt . Die er- 
f indungsgemeSe Preparation kann im gleichen Behalter wie die 
Protease sein, wobei die Komponenten jedoch durch eine impermea- 
ble Trennwand, die bei etwaigem Gebrauch leicht zu entfernen 
ist, reumlich getrennt sind. Die Losungen konnen auch in eigenen 
Beheitern aufbewahrt werden und erst kurz vor Anwendung mitein- 
ander in Kontakt gebracht werden. 

Die Aktivierung von Faktor X-Analogon zu Faktor Xa kann kurz vor 
dem direkten Gebrauch, also vor der Applikation am Patienten er- 
folgen. Die Aktivierung kann durch in Kontakt -bringen mit einer 
immobilisierten Protease oder durch Mischen von Losungen enthal- 
tend, einerseits eine Protease und Faktor X-Analogon anderer- 
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seits erfolgen. Es ist daher moglich, die beiden Komponenten ge- 
trennt voneinander in Losung zu halten und durch eine geeignete 
Inf usionsvorrichtung, bei der die Komponenten wahrend des Durch- 
laufs in Kontakt kommen, zu mischen und so zu Faktor Xa bzw. 
Faktor Xa-Analogon zu aktivieren. Dem Patienten wird so ein Ge- 
misch von Faktor Xa und einer weiteren Serinprotease , die die 
Aktivierung bewirkt hat, verabreicht . Hierbei ist insbesondere 
auf die Dosierung zu achten, da durch die zusatzliche Gabe einer 
Serinprotease auch endogener Faktor X aktiviert wird und damit 
die Gerinnungszeit verkiirzt sein kann. 

GemaS einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird die pharmazeutische 
Preparation in einer geeigneten Vorrichtung, vorzugsweise einer 
Applikationsvorrichtung, entweder in f liissig-gef rorener oder 
lyophilisierter Form zur Verfiigung gestellt. Eine geeignete Ap- 
plikationsvorrichtung kann dabei ein gemaS der AT 366 916 oder 
der AT 3 82 78 3 beschriebener Doppelkammerspritzenkorper sein. 

GemaS einem besonders bevorzugten Aspekt der Erfindung enthalt 
die Preparation ein Faktor X-Analogon mit einer Modif ikation, 
die die Aktivierung .von Faktor X-Analogon zu einem Faktor Xa in 
vivo erlaubt. Die Faktor X-Analoge der erf indungsegmaSen Prepa- 
ration weisen insbesondere eine Modifikation auf, die eine Er- 
kennungsstelle/Spaltstelle fur Faktor XIa oder ein Derivat davon 
darstellt und werden durch diese Protease in vivo zu nativem 
Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon gespalten. Dadurch kann die. 
erf indungsgemaSe Preparation bei der Blutstillung sowohl bei Pa- 
tienten mit Defizienzen des Faktor IX als auch des Faktor VIII 
eingesetzt werden, als auch bei Faktor VHI-Inhibitor-Patienten. 

Die erf indungsgemeSe Preparation kann als pharmazeutische Prepa- 
ration mit Faktor Xa-Aktivitet als Einkomponenten-Praparat oder 
in Kombination mit anderen Faktoren als Mehrkomponenten-Praparat 
zur Verfiigung gestellt werden. 

Vor der Aufbereitung in eine pharmazeutische Preparation wird 
das gereinigte Protein den ublichen Qualitetskontrollen unterzo- 
gen und in eine therapeutisch verabreichbare Form gebracht . Ins- 
besondere wird bei der rekombinanten Herstellung das gereinigte 
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Praparat auf Abwesenheit von zellularen und vom Expressionsvek- 
tor stammenden Nukleinsauren getestet, vorzugsweise gemafi einem 
Verfahren wie es in der EP 0 714 987 beschrieben ist. 

Da prinzipiell jedes biologische Material mit infektiosen Keimen 
kontaminiert sein kann, wird zur Herstellung eines sicheren Pra- 
parates die Preparation gegebenenf alls zur Inaktivierung bzw. 
Abreicherung von Viren behandelt. 

GemaS einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine 
Preparation, enthaltend Faktor Xa-Analogon mit hoher Stabilitat 
und struktureller Integritat, zur Verfiigung gestellt, die insbe- 
sondere frei ist von inaktiven Faktor X/Xa-Analogon- 
Intermediaten und autoproteolytischen Abbauprodukten und dadurch 
erhaltlich ist, dag ein Faktor X-Analogon der oben beschriebenen 
Art aktiviert und zu einer entsprechenden Preparation zubereitet 
wird. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung einer 
Preparation der oben beschriebenen Art zur Herstellung eines 
Arzneimittels . Ein Arzneimittel , enthaltend ein erf indungsgeme- 
JSes Faktor X-Analogon bzw. Faktor Xa-Analogon, eignet sich ins- 
besondere zur Behandlung von Patienten mit Storungen der Blutge- 
rinnung, wie etwa Hemophilie-Patienten oder Hemophilie- 
Inhibitor-Patienten, und insbesondere als Preparat mit Faktor 
VIII-Bypass-Aktivitet . 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung einer 
Nukleinsaure enthaltend die kodierenden Sequenzen der erfin- 
dungsgemefien Faktor X-Analogen zur Herstellung eines Arzneimit- 
tels. Dabei kann die Nukleinseure , sofern sie geeignete Expres- 
sionskontrollsequenzen enthalt, als nackte Nukleinsaure appli- 
ziert werden, in einem rekombinanten Expressionsvektor inte- 
griert sein oder an einen Trager, entweder ein Phospholipid oder 
ein virales Partikel gebunden sein. Die Nukleinseure kann dabei 
zur Herstellung eines Arzneimittels verwendet werden, das sich 
insbesondere zur Behandlung von Patienten mit Storungen der 
Blutgerinnung, wie etwa Hemophilie-Patienten oder Hemophilie- 
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Inhibitor-Patienten eignet. Ein Einsatz der Nukleinsaure in der 
Gentherapie ist ebenfalls denkbar. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Herstellung der erf indungsgemaSen Faktor X-Analogen und eine 
Preparation enthaltend ein erf indungsgemaSes Faktor X-Analogon. 
Dazu wird eine fur ein Faktor X-Analogon kodierende Sequenz in 
ein geeignetes Expressionssystem eingebracht und entsprechende 
Zellen, vorzugsweise permanente Zellinien, mit der rekombinanten 
DNA transf iziert . Die Zellen werden unter optimalen Bedingungen 
fiir die Genexpression kultiviert und Faktor X-Analoge entweder 
aus dem Extrakt einer Zellkultur oder dem Zellkulturiiberstand 
isoliert. Die Reinigung des rekombinanten Molekuls kann durch 
alle bekannten chromatographischen Verfahren, wie Anionen- oder 
Kationenaustauscher- , Af f initats- oder Immunaf f initatschromato- 
graphie, oder einer Kombination davon, weiter gereinigt werden. 

Zur Herstellung der erf indungsgema&en Faktor X-Analogen wird die 
komplette fur Faktor X kodierende cDNA in einen Expressionsvek- 
tor kloniert . Dies erfolgt entsprechend den allgemein bekannten 
Klonierungstechniken . Die fur Faktor X kodierende Nukleotidse- 
quenz wird anschlieSend derart modifiziert, da£ die kodierende 
Sequenz im Bereich des Aktivierungspept ids und gegebenfalls auch 
im Bereich des C-terminalen S-Peptids derart verandert wird, dafi 
ein Faktor X-Molekiil der oben beschrieben Art hergestellt werden 
kann. Dies erfolgt durch aus dem Stand der Technik bekannte gen- 
technische Methoden, wie spezifische gerichtete in vitro- 
Mutagenese, oder Deletion von Sequenzen, beispielsweise durch 
Restriktionsverdau durch Endonukleasen und Insertion anderer, 
veranderter Sequenzen, oder durch PCR. Die so hergestellten Fak- 
tor X-Mutanten werden dann in ein fiir die rekombinante Expressi- 
on geeignetes Expressionssytem inseriert und exprimiert . 

Die erf indungsgemaSen Faktor X-Analoge konnen ebenfalls durch 
chemische Synthese hergestellt werden. 

Die Faktor X-Analoge werden vorzugsweise durch rekombinante Ex- 
pression hergestellt. Die gentechnische Herstellung kann mit al- 
ien gangigen Express ionssytemen, wie z.B. permanenten Zellinien 
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oder viralen Expressionssystemen, erfolgen. Die permanenten Zel- 
lmxen werden hergestellt durch stabile Integration der Fremd- 
DNA in das Wirtszellchromosom von z.B. Vero, MRC5, CHO, BHK, 
293, Sk-Hepl, insbesondere Leber- und Nierenzellen, oder durch 
einen episomalen Vektor, abgeleitet von z.B. Papilloma Virus. 
Virale Expressionssysteme , wie beispielsweise Vaccinia Virus 
Baculovirus oder retroviral Systeme konnen ebenfalls eingesetzt 
werden. Als Zellinien werden allgemein Vero, MRC5 , CHO, BHK, 
293, Sk-Hepl, Drusen-, Leber- und Nierenzellen eingesetzt. Als 
eukaryontische Expressionssysteme konnen auch Hefen, endogene 
Drusen (z.B. Drusen transgener Tiere) und andere Zelltypen ver- 
wendet werden. Naturlich konnen auch transgene Tiere zur Expres- 
sion der erfindungsgemaSen Polypeptide oder Derivaten davon ver- 
wendet werden. Zur Expression der rekombinanten Proteine haben 
sich im speziellen CHO-DHFR- Zellen bewahrt (Urlaub et al . 1980. 
Proc. Natl. Acad. Sci . USA 77:4216-4220). 

Zur rekombinanten Herstellung der erf indungsgemaSen Faktor X- 
Analoge konnen auch prokaryontische Expressionssysteme einge- 
setzt werden. Hierzu eignen sich insbesondere Systeme, die eine 
Expression in E. coll oder B. subtilis erlauben. 

Die Faktor X-Analoge werden in den entsprechenden Expressionssy- 
stemen unter der Kontrolle eines geeigneten Promoters expri- 
miert. Im Fall der Expression in Eukaryonten eignen sich dazu 
alle bekannten Promotoren, wie SV40-, CMV- , RSV- , HSV- , EBV- , 6- 
Actin-, hGH oder induzierbare Promotoren wie z.B. hsp- oder Me- 
tallothionein-Promotor. Vorzugsweise werden die Faktor X-Analoge 
unter Kontrolle des S-Act in- Promoters in CHO-DHFR- Zellen expri- 
miert . 

GemaS einer Ausf uhrungsf orm der Erfindung umfafit das Verfahren 
zur Herstellung der erf indungsgemaSen Preparation die Schritte: 
Bereitstellen einer fur ein Faktor X-Analogon kodierende DNA, 
Transformation einer Zelle mit der rekombinanten DNA, Expression 
des Faktor X-Analogons, gegebenenf alls in Gegenwart einer Pro- 
tease, Isolieren des Faktor X-Analogon und gegebenenf alls Reini- 
gung iiber ein chromatographisches Verfahren. 
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Gemafi einer Ausf iihrungsf orm des Verf ahrens wird das Faktor X- 
Analogon als zweikettiges Molekiil isoliert. 

Dazu wird Faktor X-Analogon in einer Zelle exprimiert, die eine 
Prozessierung von pro-Faktor X-Analogon in zweikettigen Faktor 
X-Analdgon erlaubt . 

Das so erhaltene zweikettige Faktor X-Analogon kann anschlieSend 
isoliert, gereinigt und bis zur weiteren Verwendung, wie oben 
beschrieben, stabil gelagert werden. 

Gemafi einer Ausf iihrungsf orm erfolgt die Aktivierung durch einen 
chromatographischen Schritt, bei dem die Protease an einen Tra- 
ger. immobilisiert ist. Gereinigtes zweikettiges Faktor X- 
Analogon wird dazu iiber eine Matrix, an die die Protease gebun- 
den ist, geleitet und aus dem Eluat, gereinigter Faktor Xa iso- 
liert . 

Gemafi einer anderen Ausf iihrungsf orm werden die Komponenten ge- 
mischt und die Protease selektiv aus dem Gemisch entfernt. 

Es ist natiirlich auch eine Kombination von Prozessierung von 
einzelkettigem pro-Faktor X-Analogon in die zweikettige Faktor 
X-Analogon-Form und Aktivierung zu Faktor Xa in einem einzigen 
Verfahren moglich. 

Die Reaktionsbedingungen fur Prozessierungsreaktion (en) und die 
Aktivierung konnen ohne wei teres vom Fachmann je nach Ver- 
suchsanordnung der gegebenen Rahmenbedingungen optimiert werden. 
Dabei ist fur die Kontaktdauer die FlieSgeschwindigkeit der vor- 
liegenden Reaktanden von besonderer Bedeutung. Diese sollte zwi- 
schen 0,01 ml/min und 1 ml/min liegen. Als weitere Parameter 
sind Temperatur, pH-Wert und Elutionsbedingungen von Bedeutung. 
Nach dem Durchlauf kann aktivierter Faktor Xa gegebenenf alls 
uber selektive Chromatographie weiter gereinigt werden. Die 
Durchf iihrung des Verf ahrens mit jeweils an einen Trager gebunde- 
ner Protease ist deshalb von besonderem Vorteil, da die Reakti- 
onsanordnung durch Verwendung eines Tragers, vorzugsweise von 
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Chromatographiesaulen, einen zusatzlichen Reinigungsschritt er- 
mdglicht . 



GemaS einem weiteren Aspekt zur Herstellung eines Faktor X- 
Analogon wird Faktor X-Analogon als einzelkettiges Molekul iso- 
liert. Dazu wird das Faktor X-Analogon in einer Zelle expri- 
miert, in der die Spaltung der leichten und schweren Kette von 
Faktor X bzw. eines Faktor X-Analogons nicht erfolgen kann. Fine 
der wesentlichen fur die Spaltung von Faktor X in leichte und 
schwere Kette verantwort lichen Proteasen ist Furin. Aus einer 
solchen Endoprotease-def izienten-Mutantenzelle kann Faktor X- 
Analogon als einzelkettiges Molekul isoliert weren. Bin derart 
isoliertes und gegebenenf alls gereinigtes Faktor X-Analogon wird 
anschlieSend mit Furin in Kontakt gebracht, unter Bedingungen 
unter denen einzelkettiges Faktor X-Analogon in die zweikettige 
Faktor X-Form gespalten wird. Erf indungsgemaSe Faktor X-Analoge, 
die eine Substitution im Bereich des Aktivierungspeptids aufwei- 
sen, die eine Spaltung durch Faktor XIa ermoglicht, konnen an- 
schlieSend durch dieses Verfahren gegebenenf alls direkt durch in 
Kontakt -Bringen mit Faktor XIa oder einem Derivat davon zu Fak- 
tor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon aktiviert werden. 

GemaS einem Aspekt der Erf indung wird durch das Verfahren eine 
Preparation enthaltend aktiven Faktor Xa bzw. ein aktives Faktor 
Xa-Analogon dadurch erhalten, daS, ein wie oben beschrieben her- 
gestelltes, Faktor X-Analogon einem Aktivierungsschritt unterzo- 
gen wird und das aktivierte Polypeptid zu einer gereinigten Pre- 
paration, die gegebenenfalls als pharmazeutische Zusammensetzung 
formuliert ist, weiterverarbeitet wird. 

Mit den erfindungsgemafien Faktor X-Analogen, die durch einen 
oben beschriebenen Prozess zu Faktor Xa aktiviert werden, wird 
gereinigter Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon mit hoher Stabili- 
ty und struktureller Integritat und insbesondere frei von inak- 
tiven Faktor X/Xa- Intermediate^ gewonnen. 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele und der 
Zeichnungsfiguren, auf die sie jedoch nicht beschrankt sein 
soil, naher erlautert. 



Es zeigen: 

Fig. 1: Nukleotid- und Aminosauresequenz des Faktor X; Fig. 2: 
Schematische Darstellung des Faktor X Analogons mit modifizier- 
ter Protease-Schnittstelle im Bereich des Aktivierungspeptids ; 
Fig. 3: Westernblot -Analyse des rFaktor X exprimiert in CHO Zel- 
len; und Fig. 4: Westernblot -Analyse nach in vitro Aktivierung 
des Faktor X-Analogons mit Faktor XIa 

Beispiele : 

Beispiel 1: 

Konstruktion und Expression von rekombinantem Faktor X Wildtyp 
(rFX) und Faktor X/FXIa (Q-R/I) Analogen 

a. Hers tel lung des rFX Expressionsvektors phAct-rFX 

Die cDNA von FX wurde aus einer humanen Leber Lambda -cDNA- Bank, 
wie von Messier et al . beschrieben (1991, Gene 99 : 291-294) , iso- 
liert. Aus einem positiven Klon wurde mittels PCR mit dem Oligo- 
nukleotid #2911 (5#-ATTACTCGAGAAGCTTACCATGGGGCGCCCACTG-3 ' ) als 
5' -Primer und dem Oligonukleotid #2912 (5'- 

ATTACAATTGCTGCAGGGATCCAC-3 ' ) als 3' -Primer ein DNA-Fragment am- 
plifiziert, das die l,467kB FX-kodierende Sequenz sowie 39bp der 
3' nicht translatierten Region, flankiert von einer Xhol- 
Schnittstelle am B'-Ende und einer Mf el -Schnittstelle am 3'-Ende 
enthalt . Zusatzlich wurde durch den Primer #2911 die Sequenz ACC 
vor ATG des FX eingebaut, so daS eine optimale Kozak- 
Translationsinitiations-Sequenz entsteht. AnschlieSend wurde 
dieses PCR-Fragment als Xhol/Mf el -Fragment in den mit Sail und 
EcoRI geschnittenen Expressionsvektor phAct kloniert. Der Ex- 
pressionsvektor phAct umfaSt etwa 3,3kb des Promoters, 78bp 
5'UTR sowie das etwa lkb groSe Intron des humanen beta-Actin- 
Gens (Fischer et al. FEBS Lett. 351:345-348, 1994), eine multip- 
le. Klonierungsschnittstelle und die SV40- 

Polyadenylierungsstelle . Das resultierende Expressionsplasmid 
wurde mit phAct-rFX bezeichnet. 

b # Herstellung des phact-rFX/FXIa (Q-R/I) Expressionsplasmids 



Zur Herstellung von rekombinanten FX/FXIa (Q-R/I) -Analogen wurde 
die Aminosaure Sequenz von Position 227 bis 234 (Arg-Gly-Asp- 
Asn-Asn-Leu-Thr-Arg/Ile) , die der Aktivierung des FX in FXa 
dient, durch den intrinsischen Tenase Komplex FIXa/FVIIIa bzw. 
durch den extrinsische FVIIa/TF, durch die Sequenz Gln-Ser-Phe- 
Asn-Asp-Phe-Thr-Arg/Ile (in Folge als (Q-R/I) bezeichnet) , spe- 
zifisch durch den Gerinnungsf aktor XIa aktiviert, ersetzt (Figur 
2) . Q-R wurde in Anlehnung an die zweite FXIa Schnittstelle , wie 
sie in dessen * natiirlichem' Substrat FIX vorkommt, erstellt. 
Das Expressionsplasmid fur dieses rFX-Analogon ist vom Plasmid 
phAct/rFX abgeleitet. Fur Klonierungszwecke wurde das Hindlll- 
Nael-DNA- Fragment aus dem phAct-rFX Expressionsplasmid, das die 
FX-kodierende Region von Position +1 bis +1116 umfaSt, in die 
Hindlll-Smal-Restriktionschnittstellen von Plasmid pUC19 inse- 
riert. Das resultierende Plasmid wurde mit pUC/FX bezeichnet. 
Dadurch konnte die FX-Sequenz von Nukleotid 508 bis 705, die den 
Aminosauren 160 bis 235 entspricht, aus dem pUC/FX-Plasmid iiber 
Bspl20I und BstXI Restriktionsschnitte entfernt und durch ein 
mutiertes FX -DNA- Fragment ersetzt werden. Das mutierte DNA- 
Fragment enthalt statt der FIXa/FVIIIa- und FVIIa/TF-Stelle die 
FX-fremde Spaltstelle fur FXIa und wird mittels PCR hergestellt . 
Als Vorlage fur die PCR dient das Plasmid phAct/rFX. Zur Her- 
stellung der Gln-Ser-Phe-Asn-Asp-Phe-Thr-Arg/Ile (Q-R/I) Spalt- 
stelle werden als 5' -Primer das Oligonukleotid #4211 (5'- 
GGCAAGGCCTGCATTCCCACA-3 ' ) und als 3 '-Primer das Oligonukleotid 
#5039 benutzt (5' - 

GCGCTCCCACGATCCTGGTGAAGTCATTAAAGCTTTGCTCAGGCTGCGTCTGGTT - 3 ' ) be - 
niitzt. Daher werden die Aminosauren Arg, Gly, Asp, Asn, und Leu 
an Position 227, 228, 229, 231 und 232 in Gin, Ser, Phe, Asp und 
Phe ausgetauscht . Das PCR-Produkt wird mit Bspl20I und BstXI 
nachgeschnitten und in das mit Bspl20I/BstXI geoffnete pUC-fX- 
Plasmid eingesetzt. AnschlieSend wird iiber Hindlll/Agel das DNA- 
Fragment, das die neue Spaltstelle enthalt, zuruck in den mit 
den gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen phAct-FX einge- 
fiigt. Das resultierende Plasmid wird phAct-FX/FXIa (Q-R/I) be- 
zeichnet . 
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c. Expression von rFX und des rFX/FXIa (Q-R/I) -Analogons in CHO 
Zellen. 

Zur Etablierung stabiler rFX/FXIa-exprimierender Zellinien wer- 
den in dhf r-def izienten CHO-Zellen das Expressionsplasmid phAct- 
rfX bzw. phAct-rf X/fXIa (Q-R/I) mit dem Selektionsmarker pSV-dhfr 
co-transf iziert (Fischer et al . FEBs Lett. 351:345-348, 1994). 
Fur alle weiteren Expressions- und Funktionsanalysen werden die 
Zellkulturen^ nach vollstandigem Medienwechsel mit serumf reiem 
Selektionsmedium in Anwesenheit von 10/xg/ml Vitamin K 24 Stunden 
lang inkubiert . Die Expression von rfX in den resultierenden 
Zellklonen wird anhand der Antigenmenge (ELISA, Asserachrom, 
Boehringer Mannheim) nachgewiesen und das rekombinante Protein 
anschlieSend mit SDS-PAGE charakterisiert (Figur 3) . Wie im We- 
stern Blot erkennbar, liegen sowohl die rFX- Wildtyp als auch 
die rFX/FXIa (Q-R/I) -Molekule in Form einer leichten Kette (LC) 
von etwa 22kD und einer schweren Kette (HC) von ca. 50kD vor, 
die den plasmatischen Faktor X-Formen entsprechen. Zusatzlich 
ist eine 75kD grofie Proteinbande zu erkennen. Das 75kD Protein 
entspricht dem einzelkettigen (SC) FX-Molekul , dessen Prasenz 
bereits in den Uberstanden FX- transf iziert er CHO-Zellen (Wolf et 
al . , J.Biol. Chem. 266:13729-13730, 1991) sowie in humanem Plas- 
ma (Fair et al . , Blood 64:194-204, 1984) beschrieben wurde . 

Beispiel 2 : 

In vitro Aktivierung der rFX/FXIa (Q-R/I) -Molekule mittels Faktor 
XIa 

Urn die Spaltbarkeit der neu eingefiigten Aktivierungsstellen mit- 
tels Faktor XIa nachzuweisen , werden die Zellkulturuberstande , 
in Anwesenheit von 5mM CaCl 2 , mit gereinigtem Faktor XIa ver- 
setzt. Aliquots der Reaktionsansat ze werden sowohl vor Inkubati- 
on, als auch nach verschiedenen Inkubationszeiten bei 37°C, mit- 
tels Western Blot-Analyse auf Spaltung getestet (Figur 4) . Der 
Nachweis der rFX-Molekiile erfolgt mittels eines polyklonalen an- 
ti-humanen FX-Antikorpers . Als positive Kontrolle dient gerei- 
nigter Plasma Faktor IX (Stago) , der das naturliche Substrat fur 
FXIa darstellt. Urn in einander entsprechenden Bedingungen zu ar- 
beiten, wird der FIX vor Verwendung in Zellkulturuberstanden 
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nicht transfizierter CHO-Zellen verdiinnt . Die Umsetzung des FIX 
in die aktivierten Formen (FIXa und FIXb) zeigt, daS FXIa seine 
homologue Schnittstelle in FIX in Zellkulturuberstanden spalten 
kann. Der Reaktionsansatz mit rFX-Wildtyp dient als negative 
Kontrolle, da dieses Molekvil keine FXIa-Spaltstelle enthalt und 
daher nicht spezifisch durch FXIa erkannt und gespalten werden 
sollte. Nach Inkubation mit FXIa wird fur rFX, im Vergleich mit 
rFX in Abwesenheit von FXIa, wie erwartet keine Anderung im Pro- 
teinmuster sichtbar. 

Im Gegensatz dazu treten im Reaktionsansatz von FXIa mit 
rFX/FXIa (Q-R/I) als Substrat nach 1 Stunde Inkubation bei 37°C 
in Anwesenheit von CaCl 2 , Proteinbanden von ca. 36kD und 32kD 
auf, die den aktivierten alpha und beta Formen (aHCa und bHCa) 
der schweren Kette des FX ahnlich sind. In Abwesenheit von FXIa 
treten diese gespaltenen Molekule nicht auf. Die Anwesenheit ei- 
ner bHCa -ahn lichen Form, die durch die autokatalytische Abspal- 
tung C-terminaler Aminosauren der schweren Kette von aHCa ent- 
steht, lalSt auf die Funktionalitat der generierten aktivierten 
rFXa-Molekule schlieSen. Diese Ergebnisse zeigen, daS durch den 
Austausch der naturlich vorkommenden Aktivierungssequenz in FX 
in eine Aktivierungsspaltstelle fiir FXIa, rFX-Analogon Molekule 
erstellt werden konnen die durch FXIa aktiviert und in FXa ahn- 
liche Molekule umgesetzt werden konnen. 

Die besctiriebene Methode kann fiir alle weiteren Faktor X-Analoge 
herangezogen werden, urn sie hinsichtlich der erf indungsgemaSen 
Eigenschaf ten zu testen. 

Beispiel 3 : 

a. Aktivitat des rFX/FXIa (Q-R/I) -Analogons im Vergleich zu rFX 
Wildtyp in FIX-def izientem Plasma. 

Urn die Funktionalitat des rFX-Analogon zu testen, wird FIX- 
def izientes Plasma mit CHO-rFX/FXIa (Q-R/I) Zellkulturiiberstand, 
versetzt und die Gerinnungszeit nach Aktivierung der intrinsi- 
schen Gerinnungskaskade gemessen (Tabelle 1) . Dafur werden 50/xl 
durch Ultrafiltration ankonzentrierter Uberstand, 50/xl FIX- 
def izientes Plasma und 50/il DAPPTIN (Baxter AG) gemischt . Nach 
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einer Inkubation von 4 Minuten bei 37°C wird die Reaktion mit 
50/xl, auf 37°C vorgewarmtem, 25mM CaCl 2 gestartet . Die Gerin- 
nungszeit wird im Koagulometer gemessen (Amelung, KC10A) . Die 
Aktivitat in mU FIX wird mittels einer Eichgeraden, die mit 
plasmatischen FIX erstellt wird, ermittelt. Die mit den rFX- 
Analogen erreichten Gerinnungszeiten werden entsprechend als mU 
FIX-Aquivalente angegeben. Als Kontrolle dienen Zellkulturiiber- 
stande von rFX-Wildtyp exprimierenden CHO-Zellen (CHO-rFX) sowie 
Zellkulturuberstande nicht transf izierter CHO-Zellen (CHO neg. ) . 
Urn unspezif ische Effekte auszuschlieSen, und auf Zellkulturbe- 
dingungen beruhende experimentelle Variationen zu berticksichti- 
gen, werden fur jedes Konstrukt 7 bis 10 verschiedene Zellkul- 
turuberstande von Zellen, fur die gleiche Wachstumsstadien und 
ahnliche Expressionsraten vorliegen, getestet . 

Zellkulturuberstande von CHO-rfX und CHO neg. ergeben Gerin- 
nungszeiten im Bereich des Verdiinnungspuf f ers , in dem die Stan- 
dards und Proben verdiinnt werden, und werden damit als *<1,56' 
mU FIX-Aquivalent angegeben (kleinster auswertbarer Wert in Ge- 
rinnungstest, bedingt durch die Eichgerade) . 

Dagegen werden fur Uberstande von CHO-rFX/FXIa (Q-R/I ) -Zellen mit 
Konzentrationen des Analogons von 4,1 bis 7,7/xg/ml signifikant 
kiirzere Gerinnungszeiten ermittelt als jene, die mit 200mU plas- 
matischen FIX bestimmt wurden und werden daher als x >200' mU 
FIX-Aquivalent angegeben. 

Diese Ergebnisse zeigen, daS durch den Austausch der 8 C- 
terminalen Aminosauren des FX-Aktivierungspeptids durch die 8 C- 
terminalen Aminosauren des Aktivierungspeptids von Faktor IX ein 
rf X-Analogon-Molekul geschaffen wurde, das nach Aktivierung der 
intrinsischen Gerinnungskaskade zu signif ikanter Gerinnung eines 
Faktor IX-def izienten Plasma f iihrt . 

b. Bestimmung der f unktionellen Aktivitat der rFX/FXIa (Q-R/I) - 
Analogons in FIX- und FVIII- def izienten Plasmen nach Vorbehand- 
lung der Zellkulturuberstande mit Serinprotease- Inhibitoren. 

Urn ausschlieSen zu konnen, dafi die mit den rFX/FXIa (Q-R/I ) - 
Analogen erreichten Gerinnungszeiten nicht aufgrund der Anwesen- 
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heit von Spuren bereits aktivierter rFX-Molekule in den Zellkul- 
turuberstande hervorgeruf en werden, sondern erst durch die Um- 
setzung der rFX-Analogen in rFXa nach Aktivierung der intrinsi- 
chen Gerinnungskaskade durch DAPPTIN erfolgt, werden alle Uber- 
stande vor Beniitzung mit einem Serinprotease- Inhibitor (imM 
Pefabloc, Boehringer Mannhein) , der aktivierte Serinproteasen 
permanent inaktiviert, versetzt . Uberschussiger Inhibitor, der 
die Gerinnung nach DAPPTIN- Aktivierung hemmen wiirde, wird an- 
schlieSend durch Dialyse gegen Tris pH 7,4, NaCl 50mM, Tween 
0,01% entfernt. So vorbehandelte Uberstande werden anschliefcend 
im Gerinnungstest eingesetzt. 

Die Konzentration an Serinprotease-Inhibitor wurde so ausge- 
wahlt, daJ5 die Mengen an FXa, die zu einer ahnlichen Gerinnung 
fiihren wie die unbehandelter rFX/FXIa (Q-R/l) - Zellkulturuber- 
stande, vollstandig inhibiert wird (Tabelle 2) . Die Ergebnisse 
dieses Vorexperiments zeigen, daS bei einer Inhibitor Konzentra- 
tion von ImM auch Fxa-Mengen vollstandig inaktiviert werden kon- 
nen, die weit kiirzere Gerinnungszeiten in FIX-def izientem Plasma 
aufweisen, als die mit den rFX/FXIa (Q-R/I ) -Analogen erzielten 
(Vergleich mit Tabelle 1) . 

Die Funktionalitat der so vorbehandelten Uberstande wird sowohl 
im FIX- als auch im FVI I I -Gerinnungstest gemessen (Tabelle 3). 
Der FVIII-Gerinnungstest wird analog zum FIX-Gerinnungstest 
durchgefiihrt mit dem Unterschied, dalS FVIII-def izientes statt 
FIX-defizientes Plasma bemitzt wird, die Inkubation vor dem 
Start mit CaCl 2 3 Minuten betragt und die Eichkurve mit plasma- 
tischen FVIII erstellt wird. 

Uberstande von CHO-rFX-Zellen liegen sowohl in FIX- als auch im 
FVIII-def izientem Plasma unter der Auswertungsgrenze (l,56mU) 
Ebenso wird keine Verkiirzung der Gerinnungszeit mit CHO neg. 
Uberstand hervorgeruf en, auch wenn dieser vor Inhibitor- . 
Behandlung mit ImU FXa versetzt wurde. Diese Kontrollen zeigen, 
da6 auch wenn im Falle bereits voraktivierten FX im Zellkultur- 
uberstand dieser durch den Inhibitor inaktiviert wurde, sowie 
daE die Gerinnung nicht von moglicherweise vorhandenen CHO- 
spezifischen Proteasen vermittelt wird. 



Der vorbehandelte plasmatische FIX (FIX) im Vergleich zum nicht 
vorbehandelten FIX (FIX -Inh. -Dial.) weist einen Verlust von 
Gerinnungsaktivitat in FIX-def izientem Plasma auf, was darauf 
schlieSen la£t, dafi entweder ein Anteil der Serinproteasen auch 
in nicht aktivierter Form durch den Inhibitor gehemmt wird oder 
durch den ProzeS (Dialyse) verloren geht . 

Trotz Inhibitor-Vorbehandlung werden in den CHO-rFX/FXIa (Q-R/I ) 
Uberstanden keine signifikant veranderte MeSwerte -verglichen 
mit unbehandelten Uberstanden- in FIX bzw. in FVIII- Gerinnungs 
tests beobachtet . Diese Experimente zeigen, daS rekombinante FX 
Analogon-Molekiile, die eine FIX- Aktivierungspaltstelle fur den 
FXIa tragen, nach Aktivierung der intrinsischen Gerinnungskaska 
de zu signif ikanter Gerinnung von FIX- und FVIII-def izienten 
Plasmen fiihren. 

Zusammengef aSt wurde gezeigt, dafi diese rekombinanten FX/FXIa(Q 
R/I) -analogen Molekiile Eigenschaf ten aufweisen, die sie als er- 
f olgsversprechende Kandidaten fur die Herstellung therapeuti- 
scher Praparate ausweisen, die fur die Behandlung von unter Ha- 
mophilie oder Hamophilie mit inhibitorischen Antikorper leiden- 
den Patienten eingesetzt werden konnen. 
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Tabelle 1: Funktionelle Aktivitat der rPX/FXI 
in PIX-defizientean Plasma. 



a (Q-R/I) -Molekul 



Probe 


Antigen 


rFX/FXIa(Q-R/i) 




supl 


6,3 


sup2 


4,4 


sup3 


6,6 


sup4 


4,8 


sup5 


4,1 


sup6 


6,4 


sup 7 


6, 6 


sup8 


4,3 


sup9 


5,7 


SUplQ 


7,7 


rFXwt ' J 




supl 


2,1 


sup2 


3,1 


sup 3 


1/6 


sup4 


2,4 


sup5 


3,2 


sup6 


4,4 


sup7 


6,7 



Mg/ml mU FIX Aquiva- 



neg, 
isma FIX 
Plasma FIX 
Plasma FIX 
Plasma FIX 
Plasma FIX 
Puffer 



1* - 
0,5* 
0, 125* 
0, 0625* 
0, 0078* 
0 



lent 



>200 

>200 

>200 

>200 

>200 

>200 

>200 

>200 

>2 0 0 

>200 



<1, 56 
<1, 56 



<1, 56 
<1,56 
<1, 56 
<1, 56 
<1,56 



Ge r i nnung s z e i t 
in Sekunden 



46,5 

47, 7 

46,4 

43, 2 

45,2 

43,1 

43,1 

45, 2 

39,4 

44,2 



107, 8 
97,8 
84, 7 
90,4 
92,4 
96,2 
92, 7 
179, 7 
50, 7 
54,5 
65, 6 
72,2 
89, 1 
109, 7 



Exngesetzt warden 200, 100, 25, 12,5 bzw. 1,56 mU plasmati- 
scher FIX. Fur die Umrechnung dieser Werte in Mg/m i wurde ange- 
nommen, daE 1 Unit FIX ca. 5„ g FIX /m i entspricht 
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Tabelle 2: Bestimmung der Inaktivierung von FXa durch Vorbehand 
lung mit Pefabloc und anschliefiende Dialyse, im FIX- Gerinnungs 



test 



Probe 


eingesetzte 
mU 


Gerinnungszeit 

in oeK . 


mU FIX Aquivalent 


FXa 
FXa 
FXa 
FXa 


5 

1 
0,5 
0,1 


19, 9 
32,5 

45 
76, 1 


>200 
>200 
>200 
10 


FXa + Inh 
FXa + Inh 
FXa + Inh 
FXa + Inh 


5 

1 
0,5 
0,1 


93,4 
115, 9 
113, 5 
115, 3 


1, 94 
<1, 56 
<1, 56 
<1, 56 


Plasma 
Plasma 
Puffer 


200 
1, 56 


52, 9 
95, 7 
114,7 





Tabelle 3: Funktionelle Aktivitat von CHO-rFX/FXIa (Q-R/i) . Ze 
kulturuberstanden nach Vorbehandlung mit Pefabloc und Dialyse 
FIX- und FVIII-Gerinnungstests. 



Probe 



Antigen 



rFX/FXIa (Q-R/l) 




supl 


6,3 


sup2 


4,4 


sup3 


6,6 


sup4 


4,8 


sup5 


4,1 


sup6 


6,4 


sup7 


6, 6 


sup8 


4,3 


sup9 


5,7 


[ suplQ 


7 , 7 


rFXwt T 




supl 


2,1 


sup2 


3,1 


sup3 


1,6 


sup4 


2,4 


sup5 


3,2 


sup6 


4,4 


sup7 


6,7 


CHQ neg. | 




CHQ neg. + FXa 1 




Plasma FIX 


25mU 


( -Inh. -Dial . ) * 




Plasma FIX 


2 5mU 



Plasma FVIII 
(-Inh. -Dial . ) * 
Plasma FVIII 
(-Inh, -Dial . ) * 



mU FIX Aquivalent 



5 0mU 



3 , 125mU 



>200 
100 
>200 
167 
>200 
>200 
>200 
>200 
>2Q0 
>200 

<1, 56 

<1, 56 

<1, 56 

<1, 56 

<1, 56 

<1, 56 

<1, 56 

<1, 56 

< 1, 5 6 
25 



mU FVIII 
Aquivale nt 

>200 
>200 
>200 
>200 
>200 
>200 
>200 
>200 
>200 
>200 

<1, 56 
<1, 56 
<1,56 
<1,56 
<1, 56 
<1, 56 
<1, 56 
<1, 56 
<1,56 
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* Diese Proben wurden unbehandelt (Ohne Zugabe von Serinpro- 
tease-lnhibitor und Dialyse) in die Tests eingesetzt. 



Anspruche : 



- 34 - 



1. Faktor X-Analogon, dadurch gekennzeichnet, daS es eine Sub- 
stitution zumindest einer der Aminosauren zwischen Glu226 und 
Arg2 34, und gegebenenf alls Tle235, bezogen auf die Aminosaurenu- 
merierung gemaS Fig. l, aufweist. 

2. Faktor X-Analogon nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daS es eine Faktor X-Sequenz mit Glu226-R8-R7-R6-R5-R4-R3-R2- 
Arg234-Rl enthalt, wobei 

a) Rl eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe lie, Val, 
oder Ala 

b) R2 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Thr, Ser oder 
Asn; 

c) R3 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Phe, Leu, Arg 
oder lie; 

d) R4 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Asp, Lys, Thr 
oder Glu; 

e) R5 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Asn, Ser, 
Lys, Met, Thr oder Asp; 

f) R6 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Phe, Thr, 
Ser, Pro, Leu oder lie; 

g) R7 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Ser, Gin, 
lie, Thr, Asn oder Pro; 

h) R8 eine Aminosaure ausgewahlt aus der Gruppe Gin, Ser, 
His, Tyr oder Glu ist . 

3. Faktor X-Analogon dadurch gekennzeichnet , ,dafi es eine Modifi- 
kation im Bereich der Aminosauren Gln227-Ser228-Phe229-Asn230- 
Asp231-Phe232-Thr233, und gegebenenf alls Ile235 der Faktor X- 
Sequenz, bezogen auf die Aminosaurenumerierung gemaS Fig. 1, 
enthalt . 



4. Faktor X-Analogon dadurch gekennzeichnet, da£ es eine Modifi- 
kation im Bereich der Aminosauren Ser227-Gln228-Thr229-Ser230- 
Lys231-Leu232-Thr233, und gegebenenf alls Ile235 der Faktor X- 
Sequenz, bezogen auf die Aminosaurenumerierung gemaS Fig. l, 
enthalt. 
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5. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Modifikation eine Prozessierungsstelle 
fur Faktor XIa oder einem Derivat davon darstellt. 

6. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es eine weitere Modifikation im Bereich der 
C-terminalen Faktor X-Aminosauresequenz aufweist . 

7. Faktor X-Analogon nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daS es eine Modifikation im C-terminalen Bereich der p- 
Peptidspaltstelle aufweist. 

8. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Substitituion im Bereich des Aktivie- 
rungspeptids eine Aktivierung des Faktor X-Analogon zu nativem 
Faktor Xa bzw. einem Faktor X-Analogon in vivo erlaubt. 

9. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dag die Modifikation eine Aktivierung von Faktor 
X-Analogon zu nativem Faktor Xa bzw. einem Faktor Xa-Analogon in 
vitro erlaubt. 

10. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB es als Faktor X-Analogon mit intaktem p- 
Peptid vorliegt. 

11. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, daS es als zweikettiges Molekiil vorliegt. 

12. Faktor X-Analogon nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daS es als ein C- terminal verkiirztes Faktor- 
Analogon vorliegt. 

13. Rekombinante DNA, kodierend fur ein Faktor X-Analogon nach 
einem der Anspruche 1 bis 12, enthalten in einem Vektor zur re- 
kombinanten Expression des kodierten Proteins. 

14. Preparation, enthaltend ein gereinigtes Faktor X-Analogon 
oder ein Vorlauf erprotein davon, mit einer Substitution einer 
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der Aminosauren zwischen Glu226 und Arg234, und gegebenenf alls 
Ile23 5, bezogen auf die Aminosaurenummerierung gemafi Fig. l. 

15. Preparation nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet , daJ5 
die Substitution eine Spaltstelle fur Faktor XIa oder ein Deri- 
vat davon darstellt. 

16. Preparation nach einem der Anspriiche 14 oder 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dalS das Faktor X-Analogon als FXa vorliegt. 

♦ 

17. Preparation nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS das Faktor X-Analogon als C- terminal verkurz- 
tes Faktor X-Analogon vorliegt. 

18. Preparation nach einem der Anspriiche 14 bis 17, dadurch ge- 
kennzeichnet, dalS sie Faktor X-Analogon als zweikettiges Molekiil 
in isolierter Form enthalt. 



19. Preparation nach einem der Anspriiche 14 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS sie ein einzelkettiges Faktor X-Analogon in 
enzymatisch inaktiver Form mit einer Reinheit von mindestens 
80%, vorzugsweise 90%, besonders bevorzugt von 95% und keine in- 
aktiven, proteolytischen Intermediate von Faktor X/Xa-Analogon 
entheit. 



20. Preparation nach einem der Anspriiche 14 bis 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, dalS sie Faktor X-Analogon als einzelkettiges Mole- 
kiil in isolierter Form entheit. 

21. Preparation nach einem der Anspriiche 14 bis 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, dalS sie ein Faktor X-Analogon entheit, das eine 
Modifikation aufweist, die eine Aktivierung von Faktor X- 
Analogon zu nativem Faktor Xa bzw. einem Faktor Xa-Analogon in 
vivo erlaubt. 

22. Preparation nach einem der Anspriiche 14 bis 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS sie ein Faktor X-Analogon entheit, das eine 
Modifikation aufweist, die eine Aktivierung von Faktor X- 
Analogon zu nativem Faktor Xa bzw. einem Faktor Xa-Analogon in 



vitro erlaubt. 
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23. Preparation nach einem der Anspruche 14 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS sie als pharmazeutisches Praparat formuliert 



ist . 



24. Preparation enthaltend Faktor Xa-Anal ogon mit hoher Stabili- 
tat und struktureller Integritat, die insbesondere frei ist von 
xnaktiven Faktor X/Xa-Analogon- Intermediaten und autoproteolyti- 
schen Faktor X-Abbauprodukten erhaltlich durch Aktivierung eines 
Faktor X-Analogons gemaS einem der Anspruche 1 bis 23. 

25. Preparation nach einem der Anspruche 14 bis 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS sie einen physiologisch akzeptablen Trager 
enthalt und in einer lagerstabilen Form vorliegt . 

26. Preparation nach einem der Anspruche 14 bis 25, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi sie gegebenenf alls als weiteren Bestandteil 
einen Blutfaktor Oder eine aktivierte Form eines Blutfaktors 
enthalt . 

27. Preparation nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet , daS 
sie als weiteren Bestandteil mindestens eine Komponente mit Fak- 
tor VIH-Bypass-Aktivitat enthalt. 

28. Preparation nach einem der Anspruche 14 bis 27, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS sie als pharmazeutische Zusammensetzung formu- 
liert und gegebenenfalls als Mehrf achkomponentenpraparat vor- 
liegt . 



29. Verwendung einer Preparation nach einem der Anspruche 14 bis 
28 zur Herstellung eines Arzneimittels . 

30. Verwendung einer rekombinanten DNA nach Anspruch 13 zur Her- 
stellung eines Arzneimittels. 

31. Verfahren zur Herstellung einer Preparation enthaltend ge- 
remxgtes rekombi.nantes Faktor X-Analogon mit einer Substitution 
exner der Aminoseuren zwischen Glu226 und Arg234, und gegebenen- 
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falls Ile23 5 bezogen auf die Aminosaurenummerierung gemag Fig. 
1, dadurch gekennzeichnet , dag das durch rekombinante Herstel- 
lung gewonnene Faktor X-Analogon isoliert und iiber ein chromato 
graphisches Verfahren gereinigt wird. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dag es 
folgende Schritte umf agt : 

Bereitstellen einer Nukleinsaure gemag Anspruch 13 
Transformation einer geeigneten Zelle 
Expression eines Faktor X-Analogon, 

gegebenenfalls Inkubieren des Faktor X-Analogons mit Fakto 
XIa oder einem Derivat davon 
Isolieren des Faktor X-Analogons und 
Reinigung des Faktor X-Analogons uber ein 
chromatographisches Verfahren. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dag das 
Faktor X-Analogon als zweikettiges Molekiil isoliert wird. 

34. Verfahren nach einem der Anspriiche 31 bis 33, dadurch ge- 
kennzeichnet, dag das zweikettige Faktor X-Analogon mit Faktor 
XIa oder einem Derivat davon gespalten wird. 

35. Verfahren nach einem der Anspriiche 31 bis 32, dadurch ge- 
kennzeichent , dag das Faktor X-Analogon als einzelkettiges Mole- 
kiil isoliert wird. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dag ein- 
zelkettiges, gegebenenfalls isoliertes Faktor X-Analogon mit Fu- 
rin oder einem Derivat prozessiert und anschliegend mit Faktor 
XIa oder einem Derivat davon zu Faktor Xa oder Faktor Xa- 
Analogon aktiviert wird. 

37. Verfahren zur Herstellung einer Preparation enthaltend akti- 
ven Faktor Xa bzw. Faktor Xa-Analogon, dadurch gekennzeichnet, 
dag ein gemag einem Verfahren nach einem der Anspriiche 31 bis 3 8 
hergestelltes Faktor X-Analogon einem Aktivierungsschritt unter- 
zogen wird. 
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38. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet , daS g* 
reinigtes Faktor Xa-Analogon oder nativer Faktor Xa mit hoher 
Stabilitat und struktureller Integritat, der insbesondere fre 
ist von inaktiven Faktor X/Xa Intermediaten, gewonnen wird. 



Zusammenf assung : 

Beschrieben wird ein Faktor X-Analogon, das eine Substitution 
zumindest einer der Aminosauren zwischen Glu226 und Arg234, und 
gegebenenf alls Ile23 5, bezogen auf die Aminosaurenumerierung ge 
maE Fig. 1, aufweist, eine Preparation, enthaltend die aktivier 
te Form des Faktor X-Analogon, sowie Verfahren zur Herstellung 
dieser Molekiile . 



(Fig. 2) 
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TCT GTG GTG TGC TCC TGC GCC CGC GGG TAC ACC CTC f3--r Aan Gly Lys Ala Cys He Pro 
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507 516 AAA CAG ACC CTG GAA CGC AGG AAG AGG TCA GTG GCC CAG GCC 

525 S34 543 552 561 

ACC AGC AGC AGC GGG GAG GCC CCT GAC AGC ATC ACA S ^ *™ *~> 
570 579 ^ ACA TGG AAG CCA TAT GAT GCA GCC GAC CTG 

597 606 615 624 



R6 

^ S Ice GAG A^C CCC Sc 2 £c ■£ ^ ^ <*" ^ G1 " <*« ^ «Y 

633 642 TO ^ ™ OT ^ ™ AAC CAG ACG CAG CCT GAG AGG GGC GAC 
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Fig. 1-1 



Leu Leu lie Asn Glu Glu Asn Glu Gly Phe Cys Gly Gly Thr lie Leu Ser Glu Phe Tyr lie 
CTG CTC ATC AAT GAG GAA AAC GAG GGT TTC TGT GGT GGA ACT ATT CTG AGC GAG TTC TAC ATC 
759 768 777 786 795 804 813 



Leu Thr Ala Ala His Cys Leu Tyr Gin Ala Lys Arg Phe Lya Val Arg Val Gly Asp Arg Asn 
CTA ACG GCA GCC CAC TGT CTC TAC CAA GCC AAG AGA TTC AAG GTG AGG GTA GGG GAC CGG AAC 
822 831 840 849 858 867 876 



Thr Glu Gin Glu Glu Gly Gly Glu Ala Val His Glu Val Glu Val Val lie Lys His Asn Arg 
ACG GAG CAG GAG GAG GGC GGT GAG GCG GTG CAC GAG GTG GAG GTG GTC ATC AAG CAC AAC CGG 
885 894 903 912 921 930 939 

Phe Thr Lys Glu Thr Tyr Asp Phe Asp lie Ala Val Leu Arg Leu Lys Thr Pro lie Thr Phe 
TTC ACA AAG GAG ACC TAT GAC TTC GAC ATC GCC GTG CTC CGG CTC AAG ACC CCC ATC ACC TTC 
948 957 966 975 984 993 1002 



Arg Met Asn Val Ala Pro Ala Cys Leu Pro Glu Arg Asp Trp Ala Glu Ser Thr Leu Met Thr 
CGC ATG AAC GTG GCG CCT GCC TGC CTC CCC GAG CGT GAC TGG GCC GAG TCC ACG CTG ATG AOG 
1011 1020 1029 1038 1047 1056 1065 



Gin Lys Thr Gly lie Val Ser Gly Phe Gly Arg Thr His Glu Lys Gly Arg Gin Ser Thr Arg 
CAG AAG AOG GGG ATT GTG AGC GGC TTC GGG CGC ACC CAC GAG AAG GGC CGG CAG TCC ACC AGG 
1074 1083 1092 1101 1110 1119 1128 



Leu Lys Met Leu Glu Val Pro Tyr Val Asp Arg Asn Ser Cys Lys Leu Ser Ser Ser Phe He 
CTC AAG ATG CTG GAG GTG CCC TAC GTG GAC CGC AAC AGC TGC AAG CTG TCC AGC AGC TTC ATC 
1137 1146 1155 1164 1173 1182 1191 



lie Thr Gin Asn Met Phe Cys Ala Gly Tyr Asp Thr Lys Gin Glu Asp Ala Cys Gin Gly Asp 
ATC ACC CAG AAC ATG TTC TGT GCC GGC TAC GAC ACC AAG CAG GAG GAT GCC TGC CAG GGG GAC 
1200 1209 1218 1227 1236 1245 1254 



Ser Gly Gly Pro His Val Thr Arg Phe Lys Asp Thr Tyr Phe Val Thr Gly lie Val Ser Trp 
AGC GGG GGC CCG CAC GTC ACC CGC TTC AAG GAC ACC TAC TTC GTG ACA GGC ATC GTC AGC TGG 
1263 1272 1281 1290 1299 1308 1317 



Gly Glu Ser Cys Ala Arg Lys Gly Lys Tyr Gly He Tyr Thr Lys Val Thr Ala Phe Leu Lys 
GGA GAG AGC TGT GCC CGT AAG GGG AAG TAC GGG ATC TAC ACC AAG GTC ACC GCC TTC CTC AAG 
1326 1335 1344 1353 1362 1371 1380 



469 470 475 476 480 

Trp lie Asp Arg Ser Met Lys Thr Arg Gly Leu Pro Lys Ala Lys Ser His Ala Pro Glu Val 
TGG ATC GAC AGG TCC ATG AAA ACC AGG GGC TTG CCC AAG GCC AAG AGC CAT GCC CCG GAG GTC 
1389 1398 1407 1416 1425 1434 1443 

488 

He Thr Ser Ser Pro Leu Lys TER 
ATA ACG TCC TCT CCA TTA AAG TGA 
1452 1461 1467 
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Fig. 1-2 
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In vitro Aktivierung mit Faktor XIa 
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